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R E S U M E N 

S e p r e s e n t a n e x p e r i m e n t o s q u e m u e s t r a n 

q u e e l e n r i q u e c i m i e n t o e n M g d e l m e d i o 

a m o r t i g u a d o r d e G e y d e s d e 1 m M , c o n c e n 

t r a c i ó n d e l a f ó r m u l a o r i g i n a l , h a s t a 5 m M , 

p r o d u j o u n a u m e n t o d e l a c a p t a c i ó n b á s i c a 

d e g l u c o s a p o r e l d i a f r a g m a a i s l a d o d e r a t a , 

y a l m i s m o t i e m p o u n a u m e n t o d e l e f e c t o 

i n h i b i t o r i o d e l a s u b f r a c c i ó n p l a s m á t i c a g l o 

b u l i n a - a l f a . , . E n e l c a s o d e l a f r a c c i ó n p l a s 

m á t i c a I V - V - V I d e L e v e r et al. q u e c o n t i e n e 

t a n t o i n s u l i n a c o m o f a c t o r i n h i b i t o r i o , e s t e 

e n r i q u e c i m i e n t o d e l m e d i o a u m e n t ó p r e f e r e n 

t e m e n t e l a a c c i ó n i n h i b i t o r i a . 

INTRODUCCIÓN 

En un trabajo anterior (1 ) se ha de
mostrado que la g lobul ina-al fa 2 y la frac
ción afín a los meta le s de la globulina-
beta! del componente de la fracción IV-
V-VI del plasma humano normal inhiben 
la captación de glucosa por el diafragma 
aislado de rata. A l parecer, estas globuli
nas sólo const i tuyen trasportadores del 
factor responsable de esta inhibición, el 
"factor inhibitorio alfao-beta!" ( I A B ) . La 
inhibición producida por estas fracciones 
es pequeña: (e l valor de l A fue de -0 ,9 
± 0,28 m g / g / h o r a para la globulina- a l fa 2 

y de - 0 , 8 ± 0,25 m g / g / h o r a para la glo-
bu l ina-be ta i ) , lo que representa un incon
ven iente para un estudio más profundo 
del problema. Por este mot ivo hemos bus

cado la manera de aumentar la captación 
básica de glucosa por e l diafragma aisla
do, con el objeto de que pueda expresarse 
mejor el efecto inhibitorio. Bhattacharya 
(2 ) ha observado que cuando la solución 
amortiguadora sacarosa-bicarbonato se en
riquece con 1 m m o l e de Mg por litro, 
aumentan la captación basal de g lucosa y 
el efecto de la insul ina en esta prepara
ción. Esta observación nos ha movido a 
estudiar si enriqueciendo en Mg el medio 
amortiguador de Gey, podría obtenerse un 
aumento semejante de la captación básica. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Preparación de las fracciones plasmáticas. 

L a f r a c c i ó n p l a s m á t i c a I V - V - V I d e L e v e r et 

al. ( 3 ) s e p r e p a r ó a p a r t i r d e p l a s m a h u m a n o 

n o r m a l r e c o l e c t a d o e n l a f o r m a a n t e s d e s c r i 

ta ( 1 ) , m e d i a n t e p r e c i p i t a c i ó n c o n e t a n o l a 

- 5 ° C . L a s u b f r a c c i ó n g l o b u l i n a - a l f a . , s e o b 

t u v o m e d i a n t e f r a c c i o n a m i e n t o e l e c t r o f o r é t i -

c o d e e s a f r a c c i ó n . E n l u g a r d e l a e l e c t r o f o -

r e s i s e n c o l u m n a d e c e l u l o s a q u e s e u t i l i z ó 

e n l o s p r i m e r o s f r a c c i o n a m i e n t o s ( 1 ) , s e e m 

p l e ó e l e c t r o f o r e s i s c o n t i n u a s o b r e c o r t i n a d e 

p a p e l , m é t o d o q u e h a d e m o s t r a d o s e r i g u a l 

m e n t e e f i c a z ( 4 ) . E l l í q u i d o a s í r e c o l e c t a d o 

s e s o m e t i ó a d i á l i s i s c o n t r a a g u a d e s t i l a d a a 

t r a v é s d e m e m b r a n a d e V i s k i n g d u r a n t e 2 4 

h o r a s y e n s e g u i d a f u e l i o f i l i z a d o y c o n s e r v a 

d o a - 1 7 ° C . 

Reconocimiento de las subjr acciones. L a p o 

s i c i ó n d e l a s f r a c c i o n e s g l o b u l i n a - a l f a . , y g l o 

b u l i n a - b e t a , s e r e c o n o c i ó m e d i a n t e t i n c i ó n d e 



4 L . V A R G A S Y M . C H A R L Í N 

l a c o r t i n a d e p a p e l c o n a z u l d e b r o m o f e n o l . 
L a c o m p r o b a c i ó n d e e s t a i d e n t i f i c a c i ó n s e o b 
t u v o e n p r i m e r l u g a r m e d i a n t e l a c u r v a o b 
t e n i d a e n e l e s p e c t r o f o t ó m e t r o d e B e c k m a n 
e n 2 8 0 m i x , y f u e c o n f i r m a d a p o s t e r i o r m e n 
t e m e d i a n t e e l e c t r o f o r e s i s s o b r e p a p e l , ( s o l u 
c i ó n a m o r t i g u a d o r a d e b a r b i t a l d e p H 8 , 6 ; 2 5 0 
V ; 3 , 0 a 4 , 5 m A ; 16 h o r a s ) . 

Valoración de la actividad inhibitoria. L a 
i n h i b i c i ó n d e l a c a p t a c i ó n d e g l u c o s a s e v a 
l o r ó m i d i e n d o l a d i f e r e n c i a e n t r e l a c a p t a c i ó n 
( e n m g d e g l u c o s a p o r g d e d i a f r a g m a f r e s c o 
y p o r h o r a d e i n c u b a c i ó n ) o b t e n i d a e n p r e 
s e n c i a d e l a f r a c c i ó n y e n a u s e n c i a d e e l l a . 
S e u t i l i z ó l a p r e p a r a c i ó n d e d i a f r a g m a a i s l a d o 
s e g ú n l a t é c n i c a d e R a n d l e ( 5 ) o d e J e s s u p 
( 6 ) , i n c u b a n d o % o Vs d e d i a f r a g m a e n s o 
l u c i ó n a m o r t i g u a d o r a d e G e y a 3 7 ° C d u r a n t e 
9 0 a 1 2 0 m i n u t o s . L a g l u c o s a s e d o s i f i c ó s e 
g ú n e l m é t o d o d e S o m o g y i y N e l s o n ( 7 ) , h a 
c i e n d o l a l e c t u r a c o l o r i m é t r i c a e n e l e s p e c t r o -
f o t ó m e t r o d e B e c k m a n . E n l o s t e s t i g o s s e h i z o 
l a d o s i f i c a c i ó n e n t r i p l i c a d o y e n l o s p r e p a 
r a d o s c o n a g r e g a d o d e f r a c c i o n e s p l a s m á t i 
c a s , g e n e r a l m e n t e e n d u p l i c a d o . 

Enriquecimiento del medio en Mg. L a s o 
l u c i ó n a m o r t i g u a d o r a d e G e y t i e n e u n a c o n 
c e n t r a c i ó n d e 1,0 m m o l e d e M g p o r l i t r o . E n 
l o s d i v e r s o s e x p e r i m e n t o s e s t a c o n c e n t r a c i ó n 

s e m o d i f i c ó a g r e g a n d o M g C l 2 p a r a o b t e n e r 
c o n c e n t r a c i o n e s h a s t a 3 0 m M . 

Agregación de las fracciones proteicas. E n 
l o s e x p e r i m e n t o s s e e n s a y a r o n l a f r a c c i ó n 
p r o t e i c a I V - V - V I y s u s u b f r a c c i ó n g l o b u l i n a -
a l fa . , . L o s r e s p e c t i v o s p r e p a r a d o s l i o f i l i z a d o s 
s e d i s o l v i e r o n e n l a s o l u c i ó n a m o r t i g u a d o r a 
d e G e y e n l a c u a l s e i n c u b a b a e l d i a f r a g m a . 
L a s c a n t i d a d e s a g r e g a d a s e q u i v a l í a n a l a s 
q u e s e e n c u e n t r a n e n e l p l a s m a , e s d e c i r , 4 4 
m g / m l d e l a f r a c c i ó n I V - V - V I y í m g / m l d e 
l a s u b f r a c c i ó n g l o b u l i n a - a l f a . . . 

RESULTADOS 

Influencia de la concentración de Mg 
sobre la captación básica de glucosa. En la 
Tabla I se re sumen los resultados obteni
dos en los exper imentos dest inados a es
tudiar la inf luencia de la concentración 
de Mg sobre la captación básica de gluco
sa. En el la puede apreciarse que el valor 
m á x i m o se obt iene con una concentración 
de Mg 5 mM. La diferencia entre la cap
tación en medio Mg 5 mM y 1 m M fue al
tamente s ignif icativa ( P < 0 ,001) . Por 
este mot ivo se uti l izó esta concentración 

T A B L A I 

Influencia del Contenido de Magnesio en el Medio sobre la captación de glucosa por el 
diafragma aislado de rata 

E x p e r i m e n t o C o n c e n t r a c i ó n 
d e M a g n e s i o 

m M 

N ú m e r o d e 
c a s o s 

N 

C a p t a c i ó n d e 
g l u c o s a * 

m g / g / h o r a 

C á l c u l o 
E s t a d í s t i c o 

t P 

(1) ( 2 ) (3) (4) ( 5 ) ( 6 ) 

A 0 4 4 , 0 6 -f- 0 , 3 4 
1 4 3 , 8 8 -+- 0 , 4 1 1 

5 4 6 , 0 6 -+- 0 , 2 9 ) 4 , 2 7 
1 

> 0 , 0 0 1 

10 4 5 , 9 2 ± 0 , 1 2 
15 4 6 , 1 6 0 , 2 3 
2 0 4 6 , 2 9 ±: 0 , 7 7 
3 0 4 5 , 8 4 ± 0 , 2 4 

B 0 6 3 , 2 9 ±: 0 , 3 8 l 

5 6 5 , 9 0 - t - 0 , 4 6 \ 4 , 3 7 > 0 , 0 0 1 

m e d i a a r i t m é t i c a ± s u e r r o r t í p i c o . 
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T A B L A II 

Influencia del Contenido de Magnesio en el Medio sobre el efecto de las fracciones plasmá

ticas IV-V-VI y globulina-a,, sobre la captación de glucosa por el diafragma aislado de rata 

C o n c e n t r a c i ó n F r a c c i ó n 

d e M a g n e s i o p l a s m á t i c a 

m M 

N ú m e r o d e C a p t a c i ó n d e 

c a s o s g l u c o s a * 

N m g / g / h o r a 

D i f e r e n c i a C á l c u l o 

E s t a d í s t i c o 

t P 

(1) ( 2 ) ( 3 ) ( 4 ) ( 5 ) ( 6 ) ( 7 ) 

1 0 15 3 , 0 6 ± 0 , 3 0 

1 I V - V - V I 15 2 , 8 8 ± 0 , 2 9 1 — 0 , 1 8 0 , 4 3 > 0 , 7 

1 0 15 2 , 9 5 ± 0 , 2 2 

) 1 g l o b u l i n a - a 2 15 2 , 3 6 ± 0 , 1 6 ) 
— 0 , 5 9 2 , 1 6 < 0 , 0 5 

5 0 9 3 , 3 9 ± 0 , 2 0 

5 I V - V - V I 9 2 , 4 2 ± 0 , 2 1 1 — 0 , 9 7 3 , 3 4 < 0 , 0 0 1 

5 0 8 6 , 8 3 ± 1 ,32 

5 g l o b u l i n a - a ^ 7 3 , 7 2 ± 0 , 4 8 — 3 , 1 1 2 , 0 8 > 0 , 0 ñ 

* m e d i a a r i t m é t i c a ± s u e r r o r t í p i c o . 

e n los exper imentos acerca de la acción 

inhibitoria de las fracciones plasmáticas. 

Acción inhibitoria de las fracciones plas

máticas. En la Tabla II aparecen resumi

dos los resultados que se obtuvieron en 

los exper imentos acerca de la influencia 

de la concentración de Mg sobre la inhi

bición de la captación de glucosa por el 

diafragma ocasionada por la fracción IV-

V-VI y por la sub fracción globul ina-al fa 2 . 

En el la puede apreciarse que en e l medio 

con Mg 1 m M la fracción IV-V-VI no pro

duce una inhibición apreciable, mientras 

que esta l legó a valores de A - 1 , 0 m g / g / 

hora en el m e d i o con Mg 5 mM; en el caso 

de la subfracción g lobul ina-a l fa 2 la inhi

bición en e l medio con Mg 1 m M fue de 

A -0 ,59 , valor que aumentó a - 3 , 1 1 m g / 

g / h o r a en el medio con Mg 5 mM. 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

Los resultados exper imenta les son con-

c luyentes en el sent ido de que el enri

quec imiento en MgCL» del medio de Gey 

de 1 a 5 m M , produce un aumento tanto 

de la captación básica de glucosa por el 

diafragma aislado como de la acción inhi

bitoria que algunas fracciones plasmáticas 

ejercen sobre este fenómeno. Estos resul

tados son concordantes, en cuanto al au

mento de la captación básica, con lo ob

servado por Bhattacharya (2 ) e n e l m e 

dio amortiguador sacarosa - bicarbonato. 

Llama la atención e l hecho de que este 

enriquecimiento no sólo aumenta la cap

tación básica de glucosa de l diafragma, si

no que también el e fecto de la insul ina 

(2 ) y del I A B , como se demues tra en este 

trabajo. Es interesante considerar la si

tuación que s e produce con la fracción 

IV-V-VI, que cont iene al mi smo t i empo 

el IAB y la insul ina, e n sus subfracciones 

a lbúmina y g lobul ina - a i , y por consi

gu iente su efecto resulta de la combina

ción de acciones que inhiben y que esti

mulan la captación. En las preparaciones 

IV-V-VI uti l izadas en estos exper imentos 

parecen haber estado contrabalanceadas 

ambas acciones puesto que esta fracción 
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no produjo en el medio de Gey no enri
quecido un cambio s ignif icativo en la cap
tación de glucosa, comparada con la bá
sica. Ahora bien, e l enr iquecimiento de l 
m e d i o en Mg produjo una clara inhibi
ción, lo que hace suponer que el Mg esti
m u l ó m á s la acción de l IAB que la de la 
insulina. 

Los resultados obtenidos hacen aconse
jable continuar las invest igac iones desti
nadas a aislar el factor inhibitorio utili
zando e l medio de Gey enriquecido en 
Mg. 

S U M M A R Y 

In a previous paper (1 ) it w a s reported 
that the protein fraction IV-V-VI of Lever 
et al. ( 3 ) and more precise ly their com
ponents oc 2-globulin and Pj-metal-combin-
ing-globul in inhibit the glucose uptake by 
the isolated rat diaphragm. This inhibi
tion was rather small , w h i c h w a s a great 
handicap for the isolation of the respon
sible factor. S ince Bhattacharya (2 ) had 
observed that the enr ichment of the 
sucrose - bicarbonate buffer w i t h Mg in
creased both the basal uptake of glucose 
and the effect of insul in in this prepara
tion, it w a s pert inent to s tudy w h e t h e r or 
not the enr ichment of Gey-buffer w i t h 
Mg could increase the basal uptake to 
leve ls a l lowing a larger inhibit ion to be 
revealed. The exper imenta l results show
ed that the enr ichment of the Gey-buffer 
w i t h Mg increased the basal g lucose up
take; the m a x i m a l increase be ing observ
ed w i t h Mg 5 m M (Table I ) . Test ing the 
inhibitory effect of fraction IV-V-VI and 

its subtract ion a 2 -g lobul in in Gey-buffer 
w i th Mg 5 mM, clear-cut results w e r e ob
tained (Table I I ) . The inhibit ion induced 
by the a 2 -g lobul in was s ignif icantly in
creased in the enriched m e d i u m reaching 
to levels never observed before in a non 
enriched medium. Concerning the frac
tion IV-V-VI, w h i c h contains both insul in 
and the inhibitor, its effect appears as 
the result of the combinat ion of these an
tagonist ic actions. The preparations used 
in these exper iments s e e m to be w e l l 
balanced, since in the non enriched me
dium nei ther inhibit ion nor st imulat ion 
of g lucose uptake w a s observed. In the 
Mg rich m e d i u m a definite inhibit ion of 
the glucose uptake w a s found, showing 
that Mg ions s t imulate the inhibitor fac
tor stronger than insul in. 

The results show that the Mg enriched 
Gey-buffer w i l l be a good tool for further 
purification of the inhibitory factor. 
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